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k57 Resumen:
El procedimiento para la inmovilizacion y/o puri-
cacion en un solo paso de protenas de fusion de
interes biotecnologico con empleo sobrenadante li-
bre de celulas de una suspension de la bacteria ae-
robia, jadora de nitrogeno, Azotobacter Chroo-
coccum, a traves de un unico paso de puricacion,
una cromatografa de intercambio ionico. La in-
vertasa presenta una anidad por la sacarosa ma-
yor que la exhibida por las levaduras. La invertasa
bacteriana puede sustituir a la de las levaduras en
sus aplicaciones de repostera y alimentacion ani-
mal (hidrolisis de melazas).
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DESCRIPCION
La invertasa hidroliza el azucar comun, saca-
rosa, en sus componentes fructosa y glucosa mez-
cla que se conoce con el nombre de azucar in-
vertido. La invertasa es de gran aplicacion en la
industria de respostera y alimentacion animal.
En la actualidad, la invertasa se obtiene de
la levadura de panadera Saccharomyces cerevi-
siae. Uno de los procedimientos de obtencion
descritos en la literatura requiere la preparacion
de un homogeneizado del organismo -es decir,
la desorganizacion de su estructura celular- con
una prensa (French, Manton-Gauli, Ribi, etc) u
otros metodos de rotura. Despues de eliminar
la gran variedad de componentes celulares inde-
seados, mediante el empleo de varias etapas de
separacion, la invertasa se purica con dos cro-
matografas distintas de intercambio ionico. [Pu-
rication and properties of yeast invertase. N.P.
Neuman, J.O. Lampen. Biochemistry 468-475
(1967)].
La invertasa se ha obtenido a partir de cul-
tivos celulares de la bacteria aerobia, jadora de
nitrogeno atmosferico, Azotobacter chroococcum.
Este microorganismo excreta la enzima invertasa
al medio extracelular, de donde se aisla la pro-
teina pura por un procedimiento que implica un
unico paso de puricacion. Con relacion a las
tecnicas conocidas, la que se pretende patentar
hace innecesario tener que extraer la enzima del
microorganismo productor, evitando con ello su














nentes celulares. En el caso que nos ocupa, el
material de partida es el sobrenadante libre de
celulas del cultivo bacteriano. Aproximadamente,
dos terceras partes de la protena presente en este
sobrenadante es invertasa. Una ventaja adicio-
nal del microorganismo empleado en esta patente
es que la bacteria utiliza aire como fuente de
nitrogeno, lo que evita el empleo de fertilizante
nitrogenado para el cultivo celular y abarata, por
tanto el proceso.
El organismo utilizado es A. chroococcum
identicado con el n 4412 de la Coleccion Ame-
ricana de Cultivos Tipo y cedido por la Coleccion
Espa~nola de cultivos Tipo, Departamento de Mi-
crobiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Uni-
versidad de Valencia, Espa~na. La bacteria se cul-
tiva heterotrocamente en medio de Burk libre de
nitrogeno y suplementado con sacarosa al 1%
Para la puricacion de la invertasa, se pasan
unos 1500 ml de sobrenadante de la suspension
celular, obtenido por centrifugacion a 9000 x g du-
rante 10 min, a traves de una columna de DEAE-
celulosa, 3 x 10 cm, equilibrada con tampon fos-
fato, pH 6,5. Despues de lavar el lecho con 4
volumenesde columna del mismo tampon, eluir la
invertasa con 50 ml de un gradiente lineal de KCl
(de 0 a 0,7 M). Reunir las fracciones mas activas y
dializarlas contra tampon fosfato 10 mM, pH 6,5.
La actividad especca de la preparacion, expre-
sada como indice de recambio, es de 100 s−1. Su
anidad por la sacarosa, Km = 5 mM, es superior
a la de las levaduras.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de preparacion en estado
puro de una invertasa exocelular de origen micro-
biano caracterizado por el empleo de sobrena-
dante libre de celulas de una suspension de la bac-
teria aerobia, jadora de nitrogeno, Azotobacter
chroococcum, a traves de un unico paso de puri-
cacion, una cromatografa de intercambio ionico.
2. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado porque utiliza una suspension ce-
lular que esta hacia la mitad de la fase exponen-
cial de crecimiento y que obtiene el sobrenadante
libre de celulas, fuente de la invertasa.
3. Un procedimiento segun reivindicacion 1
caracterizado porque se purica la enzima a














pleo de una cromatografa en un lecho de DEAE-
celulosa u otro soporte de analoga capacidad in-
tercambiadora, eluyendo la invertasa de la co-
lumna con un gradiente (0-0,7 M) de KCl.
4. Un procedimiento segun reivindicaciones
anteriores caracterizado porque en el cultivo de
la bacteria se utiliza sacarosa, melazas de azucar
o ranosa, como fuente de carbono y energa.
5. Un procedimiento segun reivindicaciones
anteriores caracterizado porque como fuentes
de nitrogeno alternativas para el cultivo del mi-
croorganismo se emplea nitrato, nitrito o sales
amonicas.
6. Un procedimiento segun reivindicaciones
anteriores caracterizado para el empleo de culti-
vos contnuos para la obtencion de sobrenadantes
celulares.
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